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Abstract of DEI 97451 96 

Detection of components of foods by DNA amplification using new primer pairs, and identification of 
selected DNA fragments by restriction analysis. The method comprises: (i) isolating total DNA from the 
sample; (ii) adding a pair of primers complementary to plant DNA for replication by polymerase chain 
reaction (PGR); (iii) fragmenting amplicons with restriction endonucleases; (iv) electrophoretic 
separation of the fragments; and (v) identifying type(s) of plants present from the pattern of fragments, 
by comparison with patterns of known identity. An Independent claim is included for the primer pair: 5'- 
ATAAGTTCAGTACCTTCACGAGCAAG (RBCL-C) 5*-ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC (RBCL- 
N). 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@) Analyseverfahren fur den Nachweis pflanzlicher Zusatze in Lebensmittein 

(§) Mittels eines ausgewahlten Primerpaares wird, ausge- 
hend von isoh'erter pflanzlicher DNA oder von einer DNA- 
Mischung die pflanzliche DNA enthalt, durch eine Poly- 
merasekettenreaktion vervielfalttgt und mit Restriktions- 
endonukleasen fragmentiert. Die DNA-Fragmente wer- 
den elektrophoretlsch aufgetrennt und anhand von Ver- 
gleichsmustern Pflanzenarten zugeordnet. 
Das Primerpaar hat folgende Nukleotidsequenzen: 
RBCL-C: 5'-ATA AGT TCA GTA CCT TCA CGA GCA AG-3' 
RBCL-N: 5*-ATG TCA CCA CAA ACA GAA ACT AAA GC-3' 
Eine hohe Nachweisempfindlichkeit auch thermlsch be- 
handelter Proben ist gegeben, z. 8. 0,1% bis 10% Soja und 
0,1%bis10% Woizen- 
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Bcschreibung 

Die vorliegende ErHndung belriffi ein Primcrpaar sowic 
cin analylisches Verfahren zuni Nachweis von pfianzlichcn 
Lebensniillelbcsiandleilen anhand der darin wcnigsiens 5 
noch in Spuren vorhandcnen Erbsubslanz DNA. Hierbei 
werden anhand solchcr pflanzlichen DNA-Restc besliiiiinlc 
DNA-Berciche diescr DNA in vilro verviclfalligl und an- 
schlieBend einer DNA-Reslriklionsanalyse unlerzogen. Mil 
Hilfe dieses Verfahrens lassen sich pflanzliche Zusiitze, un- 10 
abhangig von der Verarbeitung des Lebensiiiiuels, niit holier 
Empfindlichkeii nachweisen und eindeulig identifizieren. 

In der lebensmiiielverarbeiienden Industrie gewinni die 
Verwendung pflanzlicher Zusatze, insbesondere in Form 
von Proleinen, zunehniend an Bedeutung. Derzeitig hal das 15 
Einbringen pflanzlicher Proleine in tierische Produkte wie 
Fleisch oder Wurslwaren zur Stabilisierung und zur Ge- 
wichtserhohung sicherlich die groBte Bedeulung, jedoch 
werden beispielsweise auch Pflanzenfasem als kalorienar- 
mer Fiillsloff oder zur Ballasts! off anreicherung eingeselzl. 20 
Insbesondere der Einsarz pflanzlicher Proleine wird auf- 
grund seiner vielfalligcn funktionellen Eigenschaften, seiner 
biologischen Werligkeii aber auch der im Vergleich zu 
FleischeiweiB geringen Produktionskosten eine ziineh- 
inende Anwendung im Lebensmittelbereich finden. Die Ent- 25 
wicklung des genieinschaftlichen LebensmilleLrechts in der 
Europaischen Union laBl erwarten, daB Erzeugnisse mil 
Pfianzenzusalzen kunftig vemiehrt und ohne rechtliche Bar- 
rieren in Deuischland auf den Markl. kommen. Daher isi fUr 
die Lebensmittelubenvachung eine Nachweismoglichkeit 30 
pflanzlicher Zusatze von enomiem Interesse. Zur Zeit wird 
in der T^bensniittelanalytik fur derartige Unlersuchungen 
vorwiegend die Spezifiial der Proteine herangezogen. Das 
bedeutet, die Analyse erfolgl niittels immuncheraischer Me- 
tlioden durch die Verwendung entsprechender Antikorper 35 
gegen pflanzliche Komponenten. Diese pflanzlichen Be- 
siandleile gegen die die Antikorper gerichiei sind, sind je- 
doch durch Vorbehandlung der pflanzlichen Zusatze nicht 
mehr vorhanden oder nicht mehr intakt, so daB keine oder 
keine ausreichende Antikorper-Anligen-Wechselwirkung 40 
statlfinden kann und somil eine immuncheinische Detektion 
schlecht Oder gar nicht funktioniert. 

Bereits Ende der 80er Jalire wurde von Baur el al. (1 987)) 
gezeigt, daB die Erbsubslanz DNA durch Hitze oder andere 
Verarbeitungsschritle und Zusatzstoffe nicht oder nur gering 45 
bccinfluBt wird. Wcilcrhin hat Meyer ct al. (DNA-Sondcn 
zur Tlerartidentifizierung in verarbeiieten Lebensmitreln, 
Fleischwirtschafl, 74 (11), 1237-1238. 1542-1551 (1994)) 
DNA-Sonden beschrieben, die fiir die Fleischidentifizierung 
der gangigen Fleischsorten eingesetzt werden konnen. Fiir 50 
den Nachweis und die Identifizierung pflanzhcher Zusatze 
in Lebensniitteln sind bis heute keine koninierziellen Nach- 
weisiiiethoden verfugbar. 

Fur den Nachweis pflanzlicher Zusatze, die unter Um- 
standen nur geringen Mengen vorkommen oder in stark pro- 55 
zessienem Untersuchungsmaterial nachzuweisen sind, sind 
solche DNA-Sonden aufgrund unzureichender Empfindhch- 
keit nicht geeignet. Hinzu kommt, daB die Probenaufarbei- 
tung zur Isolation der Nukleinsauren fur Hybridisierungs- 
verfaJiren sehr zeit aufwendig ist und diese Methode nur eine 60 
geringe Eignung zur Autoniatisierung besitzt. Somil sind 
kostengunstige Reihenuntersuchungen und schnelle Rouli- 
netests niit dieseni Verfahren nicht moglich. 

Es ist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren bereitzustel- 
len, mil deni sich Zusatze pflanzlicher Art anhand der darin 65 
befindlichen Reste pflanzlicher DNA einfach, schnell und 
mil hoher Empfindlichkeit eindeulig nachweisen lassen. 

Die Losung besleht in der DurchfUhrung folgender 
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Schritte: 

- Isolation der Gesanit-DNA aus deni Untersuchungs- 
material 

- Einsatz cines Prinierpaares, deren Primer koniple- 
mentiii- zur nachzuweisenden pflanzlichen DNA sind 

Vcrvielfalligung der pflanzlichen DNA miUel Poly- 
meraseket l enreaklion 

- Spahung der vervielfiiltigten DNA mil Reslriklions- 
endonukleasen 

- Eleklrophoretische Auftrennung der DNA-Frag- 
niente 

- Identifizierung der Pflanzenart anhand des DNA- 
Fragmenlniusters 

Vorleilhafte Ausgestaltungen sind in den Unteranspr Lichen 
angegeben. Ein geeignetes Prinierpaar ist in den Nebenan- 
spriichen spezifiziert. 

Fur die Identifizierung pflanzlicher DNA wurde ein pla- 
stidares Gen gewahll, nanilich das RbcL-Gen, das fur die 
groBe Untereinheil der Ribulose-1,5 biphosphat Carboxy- 
lase kodiert. Dies Gen spiell in der Natur bei der Photos yn- 
these eine bedeutende Rolle und ist hochkonserviert. Dieser 
Umstand bietet den Vorteil, daB man mil einem einzigen Pri- 
nierpaar fur die Polymerasekettenreaktion (PCR, von poly- 
merase chain reaction) die DNA verschiedenster Pflanzen 
amplifizieren kann, indem Primer Verwendung finden, die 
an Stellen binden, die eine groBtmogliche Identitat zu alien 
nachzuweisenden Pflanzen aufweisen. Der DNA-Bereich 
zwischen den beiden Prinierbindungsstellen weist eine art- 
spezifische Variabilitat auf, so daB sich nach der Spaltung 
mil Reslriktionsendonukleasen und elektrophoretischer 
Auftxennung der Spaltprodukie eine artspezifisches DNA- 
Fragraenlmuster zeigt und fur die Identifizierung herangezo- 
gen werden kann. 

Die Vorbehandlung des Probenmaterials durch Hitzeein- 
wirkung o. ii. hat bei dem neuen Verfaliren nur einen sehr 
geringen EinfluB auf die Nachweisempfindlichkeit Daruber 
hinaus erlaubt dieses Verfahren auch die Identifizierung der 
pflanzlichen Zusatze durch Vergleich der eriialtenen DNA- 
ResUiklionsniuster mil entsprechenden Referenz-Fragnient- 
inustern. 

Anhand der Fig. 1-3 sind die Verfahren beispielhaft dar- 
geslellt. 

Die Fig. 1 zeigt PCR-Produkte des RbcL-Gens von ganz 
untcrschicdlichcn Pflanzcnartcn. 

Die Fig, 2a zeigt Resiriktions fragment muster der Pflan- 
zenarlen Sqja, Tomate, Kartoflfel, Weizen und Gersle, die 
Fig. 2b die Testriktionsfragmentniuster fiir Buchweizen, 
Hafen Dinkel und Roggen im Vergleich. 

Die Fig. 3a und 3b illusuieren die Nachweisempfindlich- 
keiten in themiisch unbehandelten und thermisch behandel- 
ten Proben. 

Zur Demonstration der weitgehenden Universalitat der 
erfindungsgemaBen Primer sind in Fig. 1 die PCR-Produkte 
verschiedener Pflanzenspezies aus ganz unterschiedhchen 
Pflanzenlamilien dargeslellt. Der Absland der von uns ver- 
wandten Primer fuhrt zur Amplifizierung eines DNA-Frag- 
mentes von etwa 1300 bp Lange und erlaubt aufgrund dieser 
Komplexiial die Idenlifizierung der verschiedenen Arien an- 
hand der erhallenen DNA-Fi-agnienlniuster nach enzymati- 
scher Spaltung dieses PCR-Produktes. Das bedeutet, auch 
dieses hochkonserviert e Gen verfiigi iiber ausreichend art- 
spezifische Sequenzen im amplifizierten DNA-Bereich, so 
daB sich bei der enzyinaiischen Spaltung arispezifische 
Fragmenlmuster ergeben und soniit eine eindeutige und si- 
chere Identifizierung ernioglichen. Man spricht in dieseni 
Zusaninienhang auch von Reslriktionsfragnient-Langenpo- 
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1 y 11 lorphi s n i u s (IIT'LP) . 

Die Fij», 1 7.c\g\ beispiclhalt die cnlsprcchendcn PCR- 
Produklc fur die Pflan/cnarten Wei/xn, vSoja Tomale, Rog- 
i^en, Mais, Dinkel. Kichercrbsc iind TTaselnuB. 

Die Fig. 2 zeigl excniplarisch die Unierscheidung zwi- i 
schcn Soja, Toiiiate, KarioffeKWcizcn, Gersic, Buchweizcn, 
TTafer, Dinkel und l^oggen anhand ihrer PNA-Fraginenlinu- 
sler die sich nach Spall ung mil enlsprechenden Reslrikli- 
onsenzyinen ergeben. Zur HnnilUung dcr Nachweisenip- 
findlichkeil der PCR-Analytik wiirden arlifizielle Probcn 10 
mil verschiedenen Weizen- bzw. Sojazugaben hergeslelll 
und in mehrfachen unabhangigen Versuchen einer Identifi- 
zierung unlerzogen. Weitcrhin wurden die Proben sowohl 
thcnnisch unbehandell (Fig. 3a) als auch Ihenuisch behan- 
dell (Fig, 3b) analysiert. Wic in deni Beispiel dokunientierl 15 
isi, lassen sich noch Proleinzunnschen von nur 0,1% eindeu- 
lig nachweisen, 

Beini beschriebenen Verfaliren lassen sich vorteilhafler- 
weise Standardtechniken der Cjcnlechnologie wie DNA-Iso- 
lierung, PGR, Reslriktionsanalyse und Gelelektxophorese 20 
niileinander kombinieren. Die DNA-Isolierung erfolgi ab- 
hangig vom Untersuchungsnialerial, enlwedcr durch einfa- 
ches Aufkochen der Probe, wobei fiir die PGR wenige Mi- 
kroliter des wassrigen Obersiandes eingesetzl werden. oder 
aber durch Standard-DNA-Isolationsnie!hoden mil Hilfe 25 
von ZellaufschluB, Exiraktion von Fbii und Proieinen und 
anschlicBender Ausfallung der Nukleinsauren. Aufgrund 
der Anwendung des Amplilikalionsverfahrens PCR und den 
erfindungsgemaBen Primem RBCL-N und RBCL-C sind 
hohe Nachw^elsempfindlichkeilen gegeben. Zwangslaufig 30 
brauchen auch nur geringe Mengen an Untersuchungsiuale- 
rial fur die Isolation der (.lesaml-DNA herangezogen wer- 
den, so da(3 die Zeil- und Kostenerspamis gegeniiber her- 
kommiichen Verfahren erheblich ist. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist universell anwend- 35 
bar, da. aufgrund der Auswahl enisprechender Primer und 
der universellen Verbreitung dieses Zielfragmenies im 
Pflanzenreich eine demenlsprechend breite Anwendung ge- 
geben ist. Im Unterschied zu anderen Verfahren geniaB dem 
Stand der Technik, bei denen lediglich gezielt beslimmie 40 
Zumischungen pflanzlicher Herkunft erfaBt werden konnen, 
werden erfindungsgemaB auch nicht bekannle Beimengun- 
gen anhand der Restriktionsmusler erkannt. 

Patenianspruche 45 

1 . Verfahren zuni Nachweis von Lebensmittelbestand- 
teilen anhand der vorhandenen DNA durch Amplifizie- 
rung und Identilizierung ausgewahlter DNA-Frag- 
niente niiriels Reslriktionsanalyse, daduixrh gekenn- 50 
zciclinct, daB folgende analylische Verfahrensschritle 
ausgefuhrt werden. 

- Isolaliun der Gesanil-DNA aus der Probe 

- Zusatz eines Primerpaares, deren weilgehend 
uni verselle Primer koniplenientar zur pflanzlichen 55 
DNA sind und somit die Vervielfaltigung der 
pflanzlichen DNA niilteis Polymeraseketlenreak- 
lion ermoglichen, 

- Fragmcntierung der vervielfahigten DNA mit 
Resiriktionsendonukleasen, 60 

- elektrophoretische Aufirennung der DNA- 
Fragniente, 

- Identifizierung der Pflanzenart(en) anhand des 
DNA-Fragnientniuslers ini Vergleich mit Frag- 
menimustem bekannler Idcntilai. 65 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB fur die Vervielfiiliigung der pflanzlichen DNA 
millels Polymerasekcllenreaklion in der zu priifenden 
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Probe Iblgcndc Primer eingesetzl werden: 

rjk:l-c: 5 -,mv\ agt tca gta cct tga cga 

GGA AG-3' 

]UK:L-N: 5'-ATG TCA CCA CAA ACA GAA ACT 
AAA GC-3' 

3. Verlahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnel, daB das Zielgen fiir die genannten Primer und 
lelzlendlich fur die Analyse das Gen fiir die groBe Un- 
tereinheit der Ribulose-l,5biphosphal Carb-oxylase 
(RbcL) ist. 

4. Verfahren nach niindestens einem der vorstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Fragnien- 
ticrung der vervielfalligten DNA mit den Resiriktions- 
endonukleasen Alul, HaelU, Hpall, EcoRI, Hindlll oder 
Hinfl erfolgt.. 

5. Prinierpaar zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
cinem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnel, 
daB es aus folgenden Primem besiehl : 

RBCL-C: 5'-ATA AGT TCA GTA CCT TCA CGA 
GCA AG-3' 

RBCL-N: 5'-ATG TCA CCA CAA ACA GAA ACT 
AAA GC-3' 
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Fig. 2a: Restriktionsfragmentmuster von PCR-Produkten aus verschledenen Pflanzen. Die beispielhatt 
aufgezeigten Arten und die eingesetzten Restriktionsendonulcleasen bel der Eizeugung der 
Spaltmuster sind folgende. In den Spuren: 

1) Soja, Alul, 2) Soja. Haelll. 3) Soja, Hpall. 4) Tomate, Alul. 5) Tomate, Haelll. 6) Tomate. Hpall. 
7) Kartoffel, Alul. 8) Kartoffel. Haelll, 9) Kartoffel, Hpall, 10) Weizen, Alul. 11) Welzen. Haelll, 
12) Welzen. Hpall. 13) Gerste. Alul. 14) Gerste. Haelll, 15) Gerste. Hpall 
Ganz links 1st ein Lambda-GrdHenstandaid aufgetragen. 
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Fig. 1: PCR-Produkte des RbcL-Gens verschiedener Spezies aus unterechiedllchen Pflanzen-famillen. 
In den Spuren: KWeizen). 2(Soja). 3(Tomate). 4(Roggen). 5(Mais). 6(Dlnkel). 7(Kichererbse). 
8(HaselnuB). In den Spuren M ist jeweils ein Lambda-Langenstandard aufgetrennt. Rechts neben 
dam Bild die GroGen der Banden des L^ngenstandards. 
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Fig. 2b: Restriktionsfragmentmustervon PCR-Produkten aus verschieden^ Pflanzen. Die beispielhaft 
aufgezeigten Arten und die eingesetzten Restrildionsendonultleasen bei der Eizeugung der 
Spaltmuster sind folgende. In den Spuren: 

1) Buchweizen. Alul. 2) Buchweizen. Haelll. 3) Buchweizen, Hpall. 4) Hafer. Alui. 5) Hafer, Haelli. 
6) Hafer. Hpall. 7) Dinkel. Alul. 8) Dinicel. Haelll. 9) Dinicel. Hpall. 10) Roggen. Aiui. 11) Roggen. 
Haelll, 12) Roggen. Hpall 

Ganz links isl ein Lambda-Gr5Eenstandard aufgetragen. 
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Fig. 3a 



Fig. 3a: Nachwelsempfindlichkeit pflanzlicher Proteinzugaben In thermisch unbehandelten Proben. 
PCR-Produkte folgender Soja- und Weizenzumlschungen sind gezeigt: 1) 0,1% Soja; 2) 1,0% Soja. 3) 
5,0% Soj», 4) 10,0% Soja. 5) 0,1% Weizen, 6) 1,0% Weizen. 7) 5.0% Welzen. 8) 10.0% Weizen. In 
der Spur 9 ist ein Lambda-GroRenstandard aufgetragen. Die GroRen der Standardbanden sind rechts 
neben der Abbildung angegeben. 
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Fig. 3b: Nachweisempfindlichkeit pflanzlicher Proteinzugaben in thenmisch behaodelten Proben (30 
Min. 100 Grad Celsius). PCR-Produkte folgender Soja- und Welzenzumischungen sind gezeigt: 1) 
0.1% Soja. 2) 1.0% Soja, 3) 5.0% Soja. 4) 10.0% Soja. 5) 0,1% Weizen. 6) 1,0% Weizen, 7) 5.0% 
Weizen. 8) 10,0% Weizen. In der Spur 9 ist ein Lambda-GroEenstandard aufgetragen. Die GroBen der 
Standardbanden sind rechts neben der Abbildung angegeben. 
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